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ENCENDIDO DEL EQUIPO
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1. Girar a posicion ON el dispositivo de encendido principal.

2. Pulsar a posicion ON el boton System/PC.

3. Pulsar a posicion ON el boton Components.
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5. Encender el ordenador

6. Entrar en la cuenta de usuario.
7. Esperar a que Windows se inicie por completo.

8. Hacer doble clic en el icono LSM510 que aparece en el escritorio.

L5M 510




NOTA IMPORTANTE:

Si TARDA un RATO en abrirse el programa
ESPERAR. NO hacer doble click de nuevo.




8. En el menu de entrada elegir:
Scan New Images
Start Expert Mode

T4 \Switchboard

Carl Zeiss

Laser Scanning Microscope LSM 410

Version 3.2 SP2

‘ <  ScanNew Images

Use Existing Images

Start Routine Mode

Start Expert Mode

EYE L

=] Cop\;rig_rrt Carl Zejésl 1986-2003
Fartions @ Copyright 1836, Microsoft Corporation. Al rights reserved.
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Mientras inicia el sistema no uséis el microscopio para evitar que os de
errores de inicio como se explica a continuacion.
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9. Si durante el inicio del sistema os aparece un panel de errores Fmact v Chua

similar a éste proceder de la siguiente manera: \ o O

-Cerrar el programa,

-Apagar el microscopio en el interruptor,

-Esperar unos segundos y volver a encenderlo,

-Abrir de nuevo el programa LSM510 del confocal.

e
LSM 510




10. Hacer clic en el icono Laser.

File Acquire Process

@ File
Lazer Micrao

11z

S

Canfig

/ % Acquire i ;‘:

& ILSM 510 - Expert Mode

3D Yiew  Macro  Oplions

4=

Scan

Xl
Maintain ‘Window Help
Ty 5
Proceszs Eg 30 View @ Macro % Optiohz ﬁ b aintain
Edit ROl | TimeSenes| EditBleach| Stage YIS T




11. Para el encendido de las lineas HelNe (Helio Neén), cambiar desde la posicién Off aOn.

Laszer Lt

I W avelength

Argaon.s

458 477 485 514 nr

Helel

W avelength
Statusz:

b aximurn Power:

1.0 mw

H43 nm
connected

5 \Laser Control

eMe?

B33 nm

Lazer Unit | “Wavelength | Poweer |
Argaon2 458477, 488, 514 rm On
HeMel 543 hm) [Iff

b &wirnurm Power:

Wavelength:

|| Status:

5.0 mw

633 nm
connected

H
=]

=

Cloze

HeNel (543): Texas Red, Alexa 555, Alexa 594, Alexa 546, Cy3, Rodamina, Yoduro de Propidio...

HeNe2 (633): Alexa 647, Cy5, To-pro3...



13. Para el encendido del laser de Argdn, cambiar desde la posicion Off a Stand by.
Esperar un minuto hasta que en la linea aparezca y

entonces cambiar a posicion On.

& |Laser Control

o 13. Subir lentamente el OUtPUT hasta que aparezca
el siguiente mensaje:

Tube Cunent: J3A

47" 2 |
7 ¢ Output [%] |25 jJ j
Argon/e i
= — - =

W gvelength: 458, 477, 488. 514 nm
Statuz: connected
Tube Current: 3.3A

Output [%] [5 4}

_ i'E IJzing the lazer at All Line Power higher than 50 %

. Tube current will decreaze life time.
void uzing if not necessary for your application!
Instead increase AOTF Transmission.

Don't show this waming again, [

14. En el mensaje “Power Warning” , hacer clic en OK. A continuacion, bajar lentamente el
Output hasta que desaparezca el fondo rojo. Normalmente al 50%.

Maximum Power:  30.0 m'w On

Wwhavelength: 458, 477, 4883. 514 nm Qi

Statiis: Ready —

Tube Current: 6.3 A ﬂ
| Output [%] &5 ji i |



APAGADO DEL EQUIPO



NOTA IMPORTANTE:
Antes de apagar el equipo revisa la pagina de
reservas para comprobar si hay un usuario apuntado
a continuacion para avisarle.




SI HAY MAS USUARIOS A CONTINUACION
Y VAN A TARDAR MENOS DE 90"’ EN LLEGAR




1. Quitar la muestra, bajar los objetivos y limpiarlos si se ha utilizado aceite de inmersion

2. Poner la funda al microscopio

3. Salir del programa haciendo clic en File y luego en Exit.

% Macio | % Optians |ﬁ b airtair

i>=< Process | 30 View

® &

Import Multi Prink

E«poit




4. En la ventana emergente Warning, dejar los laseres que estén encendidos en
posicion On y seleccionar OK.

Twarng i
i ! "_\ Dion't switch off the system

lazer still running!




5. Transferir las imagenes a un CD/DVD, pendrive o al servidor La Cripta.

6. Salir de la cuenta de usuario del ordenador en Start/ Log Off

zl

|& Log Off el |
Q Are wou sure ol wank to log aff?

J:ﬂ@@“ Yes Mo |

T




SI HAY MAS USUARIOS A CONTINUACION
Y VAN A TARDAR MAS DE 90’ EN LLEGAR




1. Quitar la muestra, bajar los objetivos y limpiarlos si se ha utilizado aceite de inmersion

2. Poner la funda al microscopio

3. Apagar lampara de fluorescencia si estaba LUZ
encendida. VERDE ON
OFF

4. Salir del programa haciendo clic en File y luego en EXit.

: _.___FE_JI *l% Acouire i>=< Process ET; 30 View é Macro % Options ;‘;@ Maiﬂu“’|

: : @®
: 4
e a5 | 2
AR IEAGIE ]
New Dpen Save Save fis Import Export | Mulli Print Exit




5. En la pantalla emergente Warning, cambiar los laseres de posicién On a posicion Off para apagarlos y
pulsar OK.

X

i ! "_n., Dion't switch off the system

laser still running!

Ok,




6. Transferir las imagenes a un CD/DVD, pendrive o al servidor La Cripta.

7. Salir de la cuenta de usuario en el ordenador en Start/ Log Off,

o

|& Log Off Bl |
Q Are you sure you want ko log of f7

| @ 5 || es | m |

1




NO HAY NADIE DETRAS. ERES EL ULTIMO.



1. Quitar la muestra y limpiar los objetivos si se ha utilizado aceite de inmersion.

2. Poner la funda al microscopio

3. Apagar lampara de fluorescencia si estaba LUZ
encendida. VERDE ON
OFF

4. Salir del programa haciendo clic en File y luego en EXit.

25 }f
0]
Save fis

Jlri% Acqt.'lalii Frmmsl anv.awlé Macml% .Iilpﬁnnglilg Mainla'n|
R z

Save Import tfualti Print

Export




5. En la pantalla emergente Warning, cambiar los laseres de posicién On a posicion Off para desactivarlos
y pulsar OK.

IMPORTANTE: Cuando se desactiva el primero de ellos, aparece en la misma pantalla emergente una

leyenda en la que se nos avisa de que NO debemos de apagar el sistema hasta que el enfriamiento
del laser Argon/2 haya terminado (aproximadamente tarda unos 5 minutos)

,-_’!E Don't gwitch off the system /! Don't switch off the system
- laser still running! - until laser cooling is finished!
[5 min]
Argonf2 # Argon/f2 | an | OIff
HeNe543 HeNe543 | o || o
HeNe633 HeNe633 | o, |f

N | o« |




6. Transferir las imagenes a un CD/DVD, pendrive o al servidor La Cripta.

7. Apagar el ordenador en Start/ Shut down.

Shut Down Windows

Ends your session and shuks down Windows so that
wou can safely turn ofF power,

Cancel




8. Poner en posicion OFF los botones System/PC y Components, pero NUNCA

antes de que deje de funcionar el ventilador del laser de Argén/2

(aproximadamente 5 minutos después de haber apagado los laseres. Se deja de oir el
ventilador mas fuerte)

. _',.,:..'— - -

_.,..-...-'-H-l_ L
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9. Girar a posicion OFF el dispositivo de encendido principal.




EL MICROSCOPIO



Filtro y
polarizador de Nomarski

Tornillos para el centrado |
en el ajuste de Khdler

Posiciones del
condensador paratécnicas
de luz transmitida

Para subir y bajar el
condensador
en el ajuste de Khdler

Oculares
Condensador

Regulador de potencia

Para enfocar de luz transmitida



AJUSTE DE KHOLER

48 041

FEL o1 - Enfocar la preparacion (2)
- Seleccionar Campo claro (H) en el condensador (1)

1) - Retirar el polarizador de Nomarski (6)
- Cerrar al maximo el campo iluminado con la palanca
Imagen 1
- Subir o bajar el condensador (4) hasta observar algo
parecido a la Imagen 2

- Con la ayuda de los tornillos (7) centrar laimagen
hasta que quede como la Imagen 3

- Volver a abrir el campo iluminado con la palanca

Imagen 1 Imagen 2 Imagen 3

NOTA: Cada vez que cambiéis de objetivo deberiais realizar el ajuste de nuevo.



PARA VER
NOMARSK] (DIC)

Colocar el polarizador

(filtro inferior)

> 5 ¢

LSM 510 VIS Micro

Microscope Settings

ICampu claro 'I Apply | Stare IDeleleI Assign Button I
Campo claro I Nomarski-DIC I CFP FITC

Rodamina | FLrT ” r.f i)

Desde el programa del confocal,

colocar el filtro “Nomarski-DIC”

Regular la potencia
de luz

Condensador en
posicion DIC Il (25x) y
DIC 11l (40x,63x y 100x)

40x, 63X Yy
100x

AVISOQO: sivais atomar

iImagenes con esta técnica
avisadnos antes para que

0S pongamos los prismas

de Wollaston.



PARA VER CAMPO
CLARO (H)

Condensador en
posicion H (todos los
objetivos)

Colocar el filtro azul
(filtro superior)

o - |

Para todos los objetivos

Regular la potencia
de luz



USO DEL PROGRAMA DEL CONFOCAL



ADQUISICION DE IMAGENES



LS 510 - Expert Mode

Bl fcour= Brocess S0 %ew Mamo Opbon: wWirdow  Help

3Dum|% Macio

PARA MIRAR AL MICROSCOPIO
(ACQUIRE-MICRO)

H
ki
‘% phiohz

@\ @ | | & ®>

Laze %ﬂ Conhg Scan EdiRi0l | TineSeis=s| EdilBleach| Stage

Seleccionar el icono “Micro” del menu “Acquire”
para abrir el panel de control del microscopio

VIS = ver al microscopio

ﬁ Maintain

- LSM = adquirir en confocal
i

BF =] e | Stoe Joceie|  gszon Butie

AT Tatizfed L BF Cambio de filtros de

Fluorescencia, campo claro o Nomarski (DIC)

| i Fn L Hy (nily]

Flonlzf .20 0L

E Plarhlenfusr 25008 [mm con Ph2
L)

Flareofuar 4013 0 PR2

Cambio de objetivos.
Hacerlo siempre de uno en uno y después de haber bajado ligeramente la posicion.
De esta manera no romperéis nunca la preparacion.

e Ha4podroma B34 01 PR

Empey posiich g

Emptp pr=ition




T /LSM 510 - Expert Mode _ x|

File #cquire Process 3D View  Macro  Options  Maintain  Window  Help
R , i
% M acro % Options ﬁ b irtain

@ File % Acquire i>=< Process

SELECCION DE CANALES
(ACQUIRE-CONFIG)

Pl BTy
Eg D View

P N | = S
JAY =G| @ = | = ® | = | (5]
Laser Micro Config Scan Edit ROl | TimeSeries| EditBleach Stage WIS ™ L5SM
& Configuration Control , . 2=
. " r 2w/ Apply Configunéian
Ch. | Modh LLambda Mode Hrlive Firngerprinting — i
s R e N Corigamins [T 7]
Single Track .] ﬁ;'-"l}- = FHE}
: Ll
List of Tracks i 5 Lr

Switch tracks after each Line I Frame Frame Fast |

M arne | Channels | Light [tm] | T

FITC : 488
TexasRed Chi 543
Cy5 4-Ch £33

Add Track | Remowve I StoreApply Single Track I

- Abrir el panel de configuracion con el icono

Beam Path and Channel Assignment “ Conflg" (1) del menu “ ACC{UII’e"
E LP 475 |
i1 B
pie /] - Seleccionar la opcién “Multi Track” (2)
E LP 475 I
| T
BF 585-615 == . . z . “ Hp ||
wer ezsvis [ /] Z| | i - Abrir la lista de métodos en el icono “Config” (3)
NFT 545
S Z &E”C“a“m
ore [/ - Seleccionar el método requerido y seleccionar
i : Apply
Specimen -
W
- Para ver uno u otro canal por separado activar o
desactivar las pistas (4)




LS 510 - Expert Mode
Bl fcour= Brocess S0 %ew Mamo Opbon: wWirdow  Help

3Dum|% Macio

Alglelzale o al= = (7

Laze Config Scan EdR0l | TeneSenes| EdiBleach|  Stape WIS LSH

Optionz

ﬁ Mamanll  PARAMETROS DE ESCANEO
(SCAN-CHANNELS)

Abrir nuevo panel de imagen

Escaneo continuo a maxima
velocidad y resolucién de
512x512.

Esta opcion se utiliza para
optimizar las condiciones.

2 Sethngs

lze| = I
Bl @ o) Stac:k

Un solo escaneo en las
condiciones establecidas
en “Mode” (explicado a

continuacion)

Finhole [e 4| | o 1| ma ﬁ !

Optical shce < 126.7 pm Pinhole @ = 10.54 Ay Units .,
P» Detencion del escaneo

Stop
Detector Gain | 100 ﬂ r_i J
Arplfier Offset [0 j f _I J gﬁ Escaneo continuo con las
14 .4 .
ampliierGain [ 1 4] | D & condiciones establecidas en

“Mode” (explicado a

Excitation continuacion)

Line active  Transmission [%] F'Loauiz[
&Lase[ ™ 458 nm | o 4 T J ’

Regulacion de potencia de los
laseres.

Una potencia muy alta
aumentara el riesgo de que os
guedéis sin fluorescencia,
=== pero una potencia demasiado

baja os obligara a usar
ganancias muy altas y la
calidad de imagen decaera.
Tened en cuenta que la linea
488 nm es la mas potente de
todas. La 543 nm se suele
usar al 100%.




LS 510 - Expert Mode

e paur bined diien ERNRDE ion tEE PARAMETROS DE ESCANEO

% Pmml 3Dum|@ Macio ‘% Option: {’_Bi Maintain GANANCIA
Alg =lele el (o=@
el VIS

Config Scan EdR0l | TeneSenes| EdiBleach|  Stape T L5H

& Scan Control N x|

“Detector Gain”
Regula la sensibilidad del

detector.
hann : A mayor ganancia mayor
Chatinels ChS QO sensibilidad pero -
o también mayor ruido de
fondo.

A mayor ganancia menos
l&ser necesitaréis y, por
tanto, preservaréis mejor
la fluorescencia, pero la
calidad de laimagen
disminuira.

Pintiole [3s 4| | »| 1 |ma

Optical ghce < 126.7 pm Pinhole @ = 10.54 Aim Lnitz

| Detector Gain | | 100 il r_i _Pl
amplier Offsst [0 4| T | ¥ E
brplfier Gain | [ 1 4] | » S

Line active  Transmission [%] F'Loau:z[
% ‘ T 452mm [Tii_!— ﬂ 4
wom [0 (@ @ También regula la
456 e ﬁriu— _ﬂ . sensibiljgiad del detector.
St [ 01 4| [ »| No uséis normalmente
esta ganancia a no ser
stz [ 01 4| | L que la anterior esté muy

L%

.

LU T T T

L

B [ 01 4] T

alta. Genera mucho mas
ruido.




LS 510 - Expert Mode

Bl fcour= Brocess S0 %ew Mamo Opbon: wWirdow  Help

&g%ﬁfg@

Made : Channels Z Sethngs

Line || —Frams @ s

L ] Spit

Channel Settings

Chatinelz Chs

Optical shce < 1267 Pinhole @ = 10.54 Aim Lnitz

=l I_ﬂ'—Jg-V

Dietector Gain I_ J r_l J StDD
amplier Offsst [0 4| T o E
Amplifier Gain -~ | 1 ﬂ_i _’I Cart.
Excitation
Line active  Transmission [%] P'—;:g
%[I‘ e [ 01 A T | 4
gz 01 4l T | 4
[T 488 rm ITj_'— ﬂ 4
oS [0l 4 T »| 4
st [01 4 T »| 4
gm0 4 ¥

Frocses 30 iz | % Macio Dptione ﬁ Maintain PARAMETROS DE ESCANEO
PINHOLE
o
==\ =
Conhg Scan EdiRi0l | TineSeis=s| EdilBleach| Stage WIS T
X
Cloze . .uPinhOl.e” . . .
Es lo que determina el grosor de seccién “Optical slice” que estais recogiendo en todo
5 @ Staci : momento. Cuanto mas cerrado menor es el grosor de secciéon y mayor la resolucién
m Optica pero menos intensidad de fluorescencia llegara al detector.
! Os recomendamos que por defecto pongais 1 (Airy Units) y si no veis nada empezar a
' | abrirlo hasta que consigais ver sefal, siempre teniendo en cuenta que paralelamente
Find estaréis disminuyendo laresolucién 6ptica.
En general no merece la pena bajar de 1 Airy Unit a no ser que necesitéis la maxima
F% resolucién en Z o vayais a hacer deconvolucién. En tal caso podéis bajar hasta 0.7 Airy
3z

Unit.
Intentar seleccionar un tamafio de pinhole para cada color de manera que el grosor de
seccidén que comparéis en cada canal sea similar.

Abierto Cerrado



LS 510 - Expert Mode
Bl fcour= Brocess S0 %ew Mamo Opbon: wWirdow  Help

3Dum|@ Macio

H
0 M aimiai
‘% ctione ﬁ aintain

G112 D |

Scan Edti0l | TmeSenss| Edilfileach ]|  Staoe

iz
g
Laze oo Conhg

L.

Ty LSH

‘ §>
vl

T&Scan Control N x|

e SOl L
| T =;
T : =
:p_l Line j| ——Frame @ = l Stack

_Channel Settings

N

Chanmels Che C}O
Find
Fast Xy
Finhole [eos 4fr——— | »| 1| maf E

Optical zlice < 126.7 pm Pinholz @ = 10.54 Ajmp Units

(o |
[0 A"
[l

Detector Gain

_ii Stop

Amplifier Offzet

Amplifier Gain

Line active  Transmission [%] PLoatjg:
% ‘ [~ 458 rm Wil_'— ﬂ 4
[~ 477 rm WW ﬂ 4
 odggem [01 4 T | 4
s [01 4] T >
r
r

LS

sz | 01 JAEE——t
3 [ 01 4 T | 4

S

2 1 T R T R m
e 1

N
L’}

N T e T

e ] e

(o
A it

3
PN A LT I I B0 Cupt T BEE ot O

e T e L W T

“Amplifier Offset”
Optimiza la escala de
grises de las imagenes
obtenidas, el valor del
fondo. Ir bajando poco a
poco hasta que
observéis que lo que
considerais fondo se ve
azul, tal y como se
muestra en la imagen.
En general evitar siempre
ver saturacion de color
rojo o azul.

EH by _ Diraliafurra: 1 . Pt : Fierwe iniein

PARAMETROS DE ESCANEO
AMPLIFIER OFFSET

2milE. 1 okaral -1




LS 510 - Expert Mode
Bl fcour= Brocess S0 %ew Mamo Opbon: wWirdow  Help

PARAMETROS DE ADQUISICION

H
Proozes 3Dum|% Macio ‘% Ortions ﬁ Maintain
: 2 (SCAN-MODE)
1= ;‘f =, ‘-HT-
A\ ¢ =14 @ £ > o [A
Laze 10 Config Scan EdR0l | TeneSenes| EdiBleach|  Stape WIS T LSH
“Resolucion digital”
Hh, A5 ey X Seleccién del nUmero de pixels de la
imagen. Normalmente a 512 6 1024.
Mode I Channels £ Gettings Cloes
" lze| =7 z
o si| — wef—rene P 7| B g “Velocidad escaneo”

Objective Lens, Image Size & Line Step Factor

o]

Scan Speed | 9 ﬂl __i

Fixel Tirme: 1.60 ps
Pixel Depth, Scan Direction & Scan Average

] i |

Scan Time: 983.04 mzec

I fdode iLine vl —‘_!;E

Data Depth | 8 Bit 12 Bit |

Method | Mean I a
ScanDirectionl — p | Number | 1 s Cont

Fast =

Single

Zoom, Rotation & Offset

Al seleccionar laresolucién, y en funcion
de varios parametros, el sistema ajusta
una velocidad 6ptima. A mayor velocidad

Objective | Planeafluar 10:/0.3 Phi =
Mz T =6 | 52 | do2d | 20dg | mejor preservais la fluorescencia pero la
| calidad de imagen sera peor.
FrameSize % | 512 v | 512 LineStep [1 =] g P

“Mode”

Establece el modo en que realiza el
kalman. Normalmente esta en “Frame”
porgue preserva mejor la fluorescencia,
aunque en “Line” va algo mas rapido y
mejora un poco la calidad de la imagen.

“Method” y “Number”
“Mean, Average, Kalman” para mejorar la

Zoam |1_ ﬂ '_i ﬂLl calidad de imagen haciendo la media del
Riotation [0 1] - _i ﬂil numero de escaneos seleccionados en
“Number”.
“Sum” se usa cuando hay muy poca
et fluorescencia. No hace la media de los
escaneos sino que los suma. Se acumula la

Dffset . 0.00 sefal pero también el ruido.

et Rt Normalmente “Mean” de 2 6 4 suele ser

suficiente. Cuantos mas pases deis mejor
calidad de imagen pero mayor riesgo de
agotar la fluorescencia.



LS 510 - Expert Mode
Bl fcour= Brocess S0 %ew Mamo Opbon: wWirdow  Help

3Dum|% Macio

D | o

e

Laze

TmeSenss| EdilBleach|  Stage

“Data Depth”
Normalmente usad 8 Bit (0-255 valores de
grises) pero cuando necesitéis hacer
cuantificaciones o deconvolucion es
conveniente usar 12 Bit (0-4095 valores de
grises), aunque las imagenes 0s ocuparan
bastante més.

“Zoom”

Para dar mas aumentos. En general
evitad valores por encima de 3 porque
no vais a ganar mucha mas
informacién y aumentaréis el riesgo de
agotar la fluorescencia. Podéis
aumentar el campo de observacion
bajando el zoom hasta 0,7 pero el
escaneo serd mas lento y hay
opciones no permitadas.

“Rotation”
Para girar laimagen

“Offset”
Desplazamiento de laimagen. Lo
podéis hacer lentamente con las

flechas o seleccionando con el raton el
cuadro rojo.

“Reset”
Para quitar el zoom, el giroy el
desplazamiento y volver a la
posicion original.

‘% S ﬁ T PARAMETROS DE ADQUISICION
< (SCAN-MODE)
Vi T
Mode I LChannels £ Settings Close
* Spot| =——— Ling || ——Frame @ LI;SCFI;

Objective Lens, Image Size & Line Step Factor

Staci m

Objective | PlanNeafluar 10x/0.3 Pkl =

128 | 26 | sz | 1024 | onam |

Frame Size

Scan Direction

# I 512 YI A2 Line Step |1 'I @
[Speed R
Scan Speed | 9 ﬂ T _i

Pizel Time: 1.60 ps
Pixel Depth, Scan Direction & Scan Average

Data Depth  Bit 12 Bit

o]

Scan Time: 993.04 meec

Mode ILine 'I
tethod IMean vl E
MNurmber I 1 'i Conk

Zoom, Rotation & Offset

Zoom I'I_ ﬂ I_i

Rotation I 0

Offzet
Offzet v




SECCIONES EN Z
(SCAN-Z SETTINGS-Z STACK-Z SECTIONING)

6 L5M 510 - Expert Mode

Fila Acgure Process 30 Yiew Macro Options  Maint

—
& Scan Control | 1 x|
S z

®  Spot

Line | ——Frame @ US.E EI

Stack £ Size: 19.00 pm

" == ZSlice {:}O
Focus 2760.55 pm Find
£ Sectioning b ark First/Last Huperfine & Sechoning @
:lllll.lllll.lllll.lllll.lllll.lllll.lllll.lllllh Fa&lx“(’

B Murn Shices I 5 ﬂ r_i ﬂ -
3 niteryal [pm] | 475 ﬂ_i r E ﬁ
= Start

Current Slice I 3 ﬂl ' M CI|E

EIIIIIIIIIIIIIII LA lIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII.

lo) Hacer clic en “Z Settings” y “Z Stack”.
Hacer clic en “Z Sectioning”.

30) En “Num Slices”, poner el niumero de planos que se quiere tomar en

eleje 2.1 im Slices & 4r | »

En “Interval” definir el intervalo (um) que va a existir entre cada uno de los

planos.
nevalp) [ 1 4| ] |

“Current Slice” indica la posicion que tendra el plano que tenemos en
foco en ese momento dentro del total de planos que figuraen “Num

Sii€es- Current Slice I 3 ﬂ: _i l’ C

Hacer clic en el icono si queremos que el plano que tenemos en

foco sea el central del stack. En este caso se cogeran planos por arribay
por debajo del mismo.

40) Hacer clic en “Keep Interval” para mantener el valor del intervalo al
variar el nimero de planos, 0 “Keep Slice” para mantener el niimero de
planos.



Fast 22y 50) Seleccionar “ Start” para comenzar a hacer los cortes.
ﬁ ATENCION:
e - Comprobar la posicion del plano en foco antes de tomar el stack. Si por alguna razén se cambia el
5 plano de origen sin darnos cuenta se modificara todo lo demaés.
Stop
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Nur Slices I 5 _1J rJi _Pj
evalfml [ 1 4 T}
Current Slice I 3 ﬂl_J_' L]ﬂ
IKeep Interval  Keep Slice
Plano en foco Stack
(Queremos que el plano que tenemos en foco sea el (El plano en foco es el nimero 3 del stack)

plano nimero 3 de un stack de 6 planos. Escribimos 3 en
“Current Slice”)
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EILSH 510

Ble Acoure  Process

- Expert Mode

L %iew Maco Ocbons rdos Hep

SECCIONES EN Z
(SCAN-Z SETTINGS-Z STACK-MARK

FIRST/LAST)

Optian: ﬁ Maintain
wlale | s -
oy M.'I
/A g | =B =
Laze oo Conhg Scan EdiRi0l | TineSeis=s| EdilBleach| Stage WG |_5H
E Scan Control 1'
T 'Scan Control x|
Mode | LChannels I Z Settings Ehse
Mode | Channels
e = Cloge
®  Spoot| —— LineI ——Frame Ié‘j - Stack z
L] Spot| == Line | =——Frame - m
Z Settings e StackZ5izs  19.00 um (——
o [[=3
StackZ Sz 19.00 pm o ) B i

Focus

MNum Slices

Interval [pm]

2760.55 pm

Mark First/Last ‘ "

(s 4 )
[ 4 F———)

Current Slice | 3 AII_J— ﬂ_[;l

| Keep Interval  Keep Slice

Maove ta

Reff. Corr.

Auto Z Corr.

&
Firstl g Midl Last

[ =
X:Y:Z=1:1:‘I|
@ Au‘toZl

:| Huperfine Z &ectioning

Z Sectioning I Mark FirstLast |

Hum Slices 20 ﬂ T _i
Interval 1.00 pm
| Mark First
| Mark Last
Move to g Fi,stl g Midl —
Reff, Carr. I 1 ﬂ I_Ji ﬂ @
#7' Scan
®YZ=1:11 |
Auto Z Cor @ Auto Z| R cant
Line Sel

1°) Mover el enfoque hasta los limites entre los que
queréis hacer las secciones. El limite superior grabarlo
en “Mark First” y el inferior en “Mark Last”

2°) Con estos botones podréis desplazaros a las
posiciones “First”, “Mid” y “Last” entre los limites
seleccionados, comprobando que son correctos.

3°) Seleccionar el nUmero de cortes que queréis
hacer (Ver siguiente diapositiva)

4°) Seleccionar “ Start” para comenzar a hacer los
cortes.

\ “XY Scan” para escanera un solo plano en la

posicion actual con las condiciones
seleccionadas en “Mode”.
“XY cont” para un escaneo continuo de un
solo plano en la posicién actual con las
condiciones seleccionadas en “Mode”.



LS 510 - Expert Mode

Bl fcour= Brocess S0 %ew Mamo Opbon: wWirdow  Help

‘% L 5—6' e SECCIONES EN Z

s = s —— N° DE CORTES E INTERVAL
Algl=lalelelalm [ = B ORTES ?
Laze 0 Conhg | WIS

Scen EdiRON | TmsSen=s| EdilBleach

Shage

Ty LSH

T Scan Control ™ x|
& !Scan Control x|
Iode | LChannels I Z Seftings Clase -
Mode | Channels Close 'E Optical Slice x|

®  Spof| — LineI ——Frame @ s - 2

> =00 # Stack i
®  Shot| —— Linel ——Frame 2 |‘N__E Stack Z Size:  19.00 pm
m Z Settings e
7 Sefttings EW

Stack £ Size: 19.00 pm
Focus 2760.55 pm

Scale: 3268 pm Close [

Stack Z Size 19.00 pm
=2 ZSlice
QO Focus 2760.55 pm
= Z Slicel

Find Z Sectioning I ark First/Last | Huperfine Z &ectioning
. Mark First/Last ‘ — —— e 1 1
: = Mum Slices 20 4T
: - F 4 | ChaT ChaT2 S
Nurn Slices IT ﬂ r_'— _}I SR Interval 1.00 pm 10.9 pm 10.9 pm 10.9 pri
Interval [pm] | 475 ﬂJ— _bi ﬁ Optimal Interval: 5.45 pm Optimal Pinkale Diameter
Start M
Current Slice | 3 il I_J_ ﬂ E |
| Keep Interval  Keep Slice @

Move i g Firstlg Midl

Move to g Firstlg Midl Last ReftCon. [ 1 Al [

Refftor. [ 1 Al [ @ M = 3°) Seleccionar el numero de cortes que queréis
><;Y;z=1;1;1| ZrSew Auto Z Cor @ Auluzl fall

hacer (Num. Silces) o el intervalo entre los cortes

= = (Interval). El programa ajustara autométicamente
o oy el parametro correspondiente en funcién de los
Auta Z Corr. @ Auto P .
| &7 limites seleccionados.
et Si queréis saber el namero de cortes
s recomendado para esas condiciones seleccionar
Fange

“Z Slice” y a continuacion “Optimal
Interval”. Automaticamente insertara ese valor
en el cuadro “Interval”.




SECCIONES EN Z

1) Si lo que queremos es hacer un solo corte en Z deberemos seleccionar en el
CORTE TRANSVERSAL EN Z panel “Mode”. Aparece una solalinea en vez de un cuadro en la seccidén “Zoom, Rotation &
(SCAN-MODE-LINE) Offset”,

2) Seleccionar “Line Sel”,

3) Con las herramientas de dibujar trazar la figura que queremos hacer,

1 . 1] ” ’ H
4) Presionar “ Start” y obtendremos un corte ortogonal tnico.
T scncona i
m S S Recomendaciones:
i B Close - Usar un Zoom minimo de 1
e | :Framel D Pl Staci - - Seleccilonqr en el panel “Z Stacl{’ un minimo de 40-50 seccione_s (Num Slicgs_). A veces es
= = m bueno disminuir un poco mas el intervalo recomendado en “Z Slice” (diapositiva anterior).
1) £
Objective | Plan-Neofiuar 10x/0.3 Ph =0 i Unaomedld " A
126 | =6 | s12 | o2 | ooes | P
Frame Size * | B2 @
il i Fastxy 3

-:an eed iT il |—_1'_ _PIM ﬁ

Pisel Time: 1.60 ps Secan Time: 1,92 msec

3 Stop
Data Depth | 2 Bit 12 Bit | Made I Line vi
I ethiod iMean vi

Scan Direction | ey p | MNumber I'I 'i Cart
A ]

zon [T 4 ——— 1]
Rotation i 1] i‘l _j ‘llll

‘/—l

N 3
Offset \ I 2
~ <

.\:I et Riasaly. 5121517 1 chamsl B bt Amwimage dats . Dirplap Zoom 1 Palmis
Oiffet ¥ 0.00 prn
Difset ¥: 0.00 pm




PANEL DE IMAGEN



63x_HeNel_ChS - ATM

Channels

Abre el panel de los canales

Splitaw

O

{8]jigls]

St
N
Overlay

[ D

Contr

Abre el panel de las herramientas de
dibujo

Palette

B i |2
f ! \ . Info Colors

Fieady, 512512, 1 channel, 8 bi g

age data , Display Zoom : 1, Palette : Palette from Image File

Panel de Canales
Se muestran los diferentes canales.
Se puede cambiar su color
seleccionando en su icono.
Seleccionando el icono “Mono” se
veran las imagenes en blanco y
negro.

Herramientas de dibujo
Se pueden afiadir regiones, flechas,
barras de calibracidn , etc.



Select Dizplay

Panel de Zoom
Abre el panel de Zoom

“Auto” - arrastrando las esquinas de laimagen se
autoajusta el tamafio.

“Resize” - se vuelve al tamafio original

in”- aumenta el tamafio de la ventana

“out”- disminuye el tamafio de la ventana

“1:1"- muestra laimagen a tamafio real

“Mouse”- con el boton izquierdo del ratbn aumentamos el

zoom y con el derecho lo reducimos

Abre el panel de Paletas de

colores “Barra”- desplazando la punta de flecha aumentamos o

reducimos el zoom.

[Coter Palette

Panel de Paletas de colores
Se selecciona la paleta de colores
que se quiere utilizar.

La mas recomendada para optimizar
la adquisicién de imagenes es la
“Range indicator”.

Para medir cambios de intensidad la
“Rainbow” puede ser muy util.

o . {
Peady. 5120513 1 charved 004 . Flave miage dota . Duplay Zoom 1. Palenie . Flangs indcao




Visualizacion de los canales
XY” - os mostrara la mezcla de los canales (merge)
“Split Xy”- os mostrara cada uno de los canales por separado y su mezcla

3%_HeNel_Chs - AIM [ =10l x|
Select | Display

Saveds Ik

|Ready, 512 £ 512, 1 channel , 8 bit, Raw image data ., Display Zoom: 1., Palette : Palette from Image File iF! eady, 1024 = 1024 » 20 , 2 channels . 8 bit, Raw image data , Display Zoom : 144, Palette ; Palette from Image File




“Gallery”

“Slice” Cuando tengais planos (Z) o diferentes tiempos (T) os
Al seleccionar este icono aparece la barra de aparecera este icono. Os permite ver todas las imagenes en
desplazamiento por las diferentes secciones obtenidas. miniatura.
Si seleccionéis os mostrard lainformaciénen Zo T.

o ] 4
Select i Slice
e :
Chan 5.55
pm
Slice
\"’f
Owerlay
Eieil 12 nm
Palefte:
T T
713 nm
740 nm 751 nm FB1 nm
10/20
iF!ead_l,l, 1024 x 1024 2 20, 2 channels , 8 bit, Raw image data , Display Zoom : 1/2 , Palette : Palette from Image File iHeady, 512451228 channels , 8 bt Raw mage data, Dispiay Zoom - 1/4 , Paletls- No Paletie




“Crop” 0 zoom interactivo
Esta herramienta permite seleccionar un zoom y “Ortho”
girar laimagen de manera interactiva ayudandose
con el ratdn. Cuando la uséis os cambiaran las
condiciones de adquisicion del panel “Mode” que
tuviérais.

Os muestra la barra de herramientas para visualizar los
cortes ortogonales para una serie en Z.

ETET

Diizplay

Dizplay Orthogonal Sections
R 1Y Z

preai a1

= AT
& DT @
liopa Select | Dist.  Mark
= I
Prew 2D DOV Fast
. 30 Digtance: 51.17 pm
1
Info

Ready, 5122 512, 1 channel , 8 bit . Baw image data , Display Zoom : 1, Palette :

Ready, 1024 « 1024 « 20 . 2 channels . 8 hit . Raw image data . Displap Zoom : 1/2 . Palette : Efette fram Image File

“Reuse”
Con esta funcion el sistema captura todas las condiciones
de adquisicion de esaimagen para ser utilizadas a
continuacion.



MANEJO DE LAS IMAGENES



NOTA IMPORTANTE:

No guardar nunca archivos en el escritorio. Salvar las imagenes
siempre en vuestra carpeta correspondiente en el Disco
“Imagenes o Experiments”.

Borrarlas del ordenador cuanto antes. En caso de necesidad
borraremos las imagenes con mas de dos meses de antigiedad,
sin previo aviso.
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Select | Display

Chan

Zoom

Ovwerlay

iy

Cantr

Guardar imagenes

1) Seleccionar “Save as” en el panel de laimagen.

2) Seleccionar “New MDB” para crear una nueva base de datos u “Open

MDB” si queréis guardar las imagenes en una base de datos ya creada.

Unavez introducidos los datos se abrird un panel similar al mostrado.
Guardar siempre las imagenes en vuestra carpeta en el disco
“Iméagenes”, nunca las guardéis en el escritorio.

3) Comprobar que en aparece destacada la base de
datos que acabais de crear o seleccionar. Es donde se guardaran las
imagenes a partir de ese momento.

4) Poner toda la informacién que querias en los apartados disponibles.

Description : I

Mates | puy bueno

Uzer: i.-’-‘«lonsn

Database [MDB] | C:AaIMAGLIDEDNGuided mdb
T T T

[B§ nfacalunmix mdbwp-gfp.mdb
L:sLantocals [ 4-U4-Us. mabs | 4-U4-U.3. mdb
l C:%aAlMAD atabazeh\Demaohpedro.mdbhpedro.mdb

Compress Files .

x| i x|
Recordset| 1 of 27

=

Ok Form
ooo

ooo
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Exportar imagenes

1) Seleccionar el mena “File” y posteriormente “Export”.

2) Channels: si selecciondis “Monochrome” podréis salvar cada canal por separado, si ho salvaréis unaimagen con la mezcla de todos ellos.

3) Image Type: “Raw data single” (salva el plano de laimagen que estais viendo), “Contents of image window single” (salva laimagen que
estais viendo a laresolucién de visualizacion en la pantallay con todos los dibujos o modificaciones que hayais realizado), “ Contents of
image window series” (lo mismo de antes pero os guardaré todas las secciones), “Full resolution image window single” (salva laimagen que
estéis viendo a la resolucién original), “Full resolution image window series” (lo mismo de antes pero 0s guardara todas las secciones). Para
acceder atodas estas opciones es necesario que laimagen se esté visualizando como “xy” y no como “Split xy” (Pag.51).

4) Save as type: os recomendamos que uséis siempre el formato “TIF- Tagged Image File (*tif)

T5LSM 510 - Expert Mode

File Acquire Process 30 Wiew Macro  Options

Maintain Window Help

X

/ Acauire + L Process i 30 View Macro ) Options Maintain
= =X b 'y
i H &2 = ./ |
[ Open Save Save b |mpoart FAvilti Print E it
Export Images and Data Export Images and Data 2=

Red Green Blus
Channels ; IYFP j |GFF' j I - j [~ Monochrome
Image type : |Faw data single =l

Save in: Ia mido.rndb

x|« B ek E-

| Tlintensidad B 402,
W 1053, e 403,45
M 1054 b

B 105 b

W 1036,

M 40t

File name:

Save as type:

BMP - 05/2 - erzion 1.« Bitmap [*.bmp)
BMP - 05/2 - erzion 2.« Bitmap [*.bmp)
P - 25 oft [*.pox)

PSD - Adobe Phatshop [ pad)

R&S5 - SUN Raster File [*raz)

FCT - Macintosh QuickDraw [*.pot]
TARGA - Truevision [*.taa)

Green Blue

= [ =] [

Faw data single

Red
Channels : I\(Fp

=

Image type ;

R aw data single

Save in: Contents of image window zingle

I~ Monochrome

& cf EB-

Contents of image window series
|_Tintensidaf] Ful resalution image window single
* 1053, +F JEull resolution image window series

e 100, HF
M 105 1
W 10006 b
e 400 i

File: mame: |

Save I

Save ag lppe: ITIF - Tagged Image File [*tif)

j Cancel |

Visualizar las imagenes

- Para ver las imagenes exportadas
como “*.tif” casi cualquier programa os
sirve.

- Para ver las imagenes en formato
zeiss “*.Ism” tenéis las siguientes
opciones:

1) Metamorph, instalado en las
estaciones de trabajo,

2) Image J (Para Mac y PC). Tenéis
informacion en nuestra pagina Web
(Software),

3) Confocal Zeiss Image Browser (sélo
PC).

Podéis bajaros el programa en nuestra
pagina Web (Software/Programas).




PROBLEMAS FRECUENTES



Problema:

He apagado el microscopio mientras estaba dentro del programa LSM510
o durante el inicio del sistema me aparece un panel de errores similar a
éste.

Solucién:
1° Cerrar el programa del LSM.

2° Comprobar que esta encendido el botén de Components . Si no esta
encendido pulsarle a posicion On y abrir de nuevo el programa LSM.

Si el boton de Components esta en posicion On:

3° Apagar el microscopio en el interruptor. Esperar
unos segundos, volver a encenderlo y abrir de
nuevo el programa LSM510 del confocal.

ﬁ
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v rmrsicl Lelad
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LSM 510




Problema:
He apagado los laseres por error.

Soluciodn:
Esperar al menos 30 minutos antes de volverlos a encender.

Problema:
He apagado la lampara de fluorescencia por error.

Solucién:
Esperar al menos 1 hora antes de volver a encenderla.

Dan't switch off the system

laser still running! l

LUz
VERDE

QN

OFF

mbig 82 ac




Problema:
No estoy seguro de la hora a la que han apagado la lampara de fluorescencia.

Solucién:

Tocar la caja de la lampara de fluorescencia HBO (13).

Si esta caliente no encenderla hasta que se haya enfriado.
Si esta fria puede encenderse la lampara con normalidad.

Encenderla antes de que se enfrie es muy peligroso.
Os recordamos que son lamparas de mercurio, que es muy toxico.

Baam path
1 Inemedita mags

1 Epwplace

3 Inamedits mags
plarafror port

4 Inmmadite mags
plarwbasa port

S Switching baam path
betwean baz portfront
porie obsanvation

& Sida i

7 Tl.lbllmmI

2 and

@ H.ni’ngrrnh

12 Aeld daphragn

11 Aperture skop

12 RAhar shidar

12 HED lamp

14 HAL lamp

1= Aell daphragm

18 Polarizar

17 Apsrtura shop

12 Condersar

15 Chjwcive




Problema:
No veo fluorescencia a través del microscopio.

¢Sale luz del objetivo? NO

Solucioén:

=Comprobar que la lampara de fluorescencia esta encendida (1).

=Comprobar si esta activado el modo “VIS” en el programa LSM510 (2).

»Comprobar si esta seleccionada la combinacién de filtros correcta (3).

=Si aun asi no sale luz por el objetivo avisad al personal del SMOC.

LUz
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QNI
OFF
NS
oscope Control x|
‘oscope Settings
Close
|BF LI Apply I Stare |Delete| Agsigh Button |

FITC TexasRed
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Less




Problema:
No veo fluorescencia a través del microscopio.

¢Sale luz del objetivo? SI

Solucioén:

=Comprobar que se esta utilizando el filtro de fluorescencia adecuado (1).

=Comprobar el paso de luz a los oculares ubicado justo debajo de ellos (2).

1 oscope Control l

BF

-

roscope Settings

.&ppl_l,ll Stare |Delete| Azzign Button |

Cloze

x|
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Problema:
No veo luz transmitida a través del microscopio.

¢ Sale luz del objetivo? NO
Solucion:

»Subir la intensidad de luz con el regulador de potencia de luz
transmitida(1).

=Comprobar si esta activado el modo “VIS” en el programa LSM510 (2).

=Comprobar si esta seleccionada la combinacion de filtros correcta (3).

=Si aln asi no sale luz por el objetivo avisad al personal del SMOC.
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Problema:

No veo luz transmitida a través del microscopio.

¢ Sale luz del objetivo? Si

Solucion:

1) ¢ Se ha realizado el ajuste de Khéler?

2) Sequid las instrucciones para ver Nomarski o campo claro.

3) Comprobar el paso de luz a los oculares (3)
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Problema:

Al escanear no se observa ninguna imagen o es muy débil.

Solucion:
Comprobar que la linea de laser esta activada (1).

Revisar que el laser esté encendido, en posicion On (2).
Subir la potencia del laser y la ganancia (3).

Abrir el pinhole (4).
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Problema:
Al salvar un corte ortogonal como “*.tif” me queda demasiado estrecho.

Solucion:

Lo mejor es guardar el archivo en formato “*.Ism” de Zeiss, pero si se tiene que exportar como “* tiff":

1) Aumentar el nUmero de secciones. El salto maximo que debemos poner entre secciones es el
grosor de la seccién que estamos recogiendo (Pag.39) dividido por 4 6 5.

2) Exportar el corte como “Full resolution image window single” (Pag.57) asegurandonos de que en
el panel 1 esta puesto el salto que nos interesa. Como minimo el valor original que hemos
usado para obtener el corte (Panel 2). Si queremos que se vea mas grueso aumentaremos ese

valor.
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